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Tutkielmassa selvitettiin pystytäänkö 50 Hz hyvin pienitaajuisen magneettikentän aiheuttamia 
vaikutuksia estämään antioksidanttien avulla ihmisen neuroblastoomasoluissa (SH-SY5Y). 
Tutkimuksessa käytettiin yleisantioksidantti N-Asetyyli-L-kysteiiniä (NAC) ja 
mitokondriospesifistä superoksidiantioksidanttia, Mito-TEMPO:a. Soluja altistettiin ensin 1 h 
pelkälle antioksidantille, sitten 24 h antioksidantin lisäksi myös magneettikentälle ja lopuksi 3 
h pelkälle menadionille. Tutkimuksessa määritettiin solujen yleistä happiradikaalituotantoa, 
elävyyttä, mitokondrionaalista superoksidituotantoa sekä mikrotumien muodostumista. 
Määritykset tehtiin välittömästi magneettikenttä- tai menadionialtistuksen jälkeen, paitsi 
mikrotumamääritykset, jotka tehtiin 72 h menadionialtistuksen päättymisen jälkeen. 
Tutkimuksessa havaittiin magneettikenttäaltistuksen nostavan happiradikaalituotantoa 
yhdessä menadionin kanssa. Pelkän NAC-altistuksen ei havaittu vaikuttavan tilastollisesti 
merkitsevästi solujen happiradikaalituotantoon. NAC-altistus vähensi 20 µM menadionin 
aiheuttamaa mikrotumien määrän nousua. Mito-TEMPO:n ei havaittu vaikuttavan 
mitokondrionaaliseen superoksidituotantoon tai mikrotumien määrään. Tulokset antavat 
viitteitä siitä, että happiradikaalituotanto näyttäisi liittyvän 50 Hz magneettikentän 
aiheuttamiin solutason vaikutuksiin. Antioksidanttialtistus näyttäisi suojaavan soluja 
happiradikaalituotannon lisääntymistä ja mikrotumien määrän nousua vastaan. Käytetyistä 
antioksidanteista NAC oli tehokkaampi kuin Mito-TEMPO, mutta niiden vaikutus oli 





















































Tein pro gradu -tutkielmani Itä-Suomen Yliopistossa, fysikaalisten ja kemiallisten riskien 
tutkimusryhmässä. Tutkielman kokeellisen osion tein kesän 2013 aikana ja kirjallisen osion 
syksyn 2013 - kevään 2014 aikana.   
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Erilaisten sähkölaitteiden määrä elinympäristössämme on kasvanut nopeasti ja määrä jatkaa 
kasvuaan. Sähkönsiirrosta ja sähkölaitteista aiheutuu hyvin pienitaajuisia magneettikenttiä, 
joille altistumme päivittäin.  Hyvin pienitaajuisten magneettikenttien aiheuttamat 
terveysvaikutukset ovat olleet huomion kohteena vuosikymmenten ajan. IARC (International 
Agency for Research on Cancer) luokitteli vuonna 2002 hyvin pienitaajuiset magneettikentät 
mahdollisesti karsinogeeniseksi ihmisille perustuen pääasiassa epidemiologisissa 
tutkimuksissa havaittuun yhteyteen lasten leukemiariskin ja hyvin pienitaajuisten 
magneettikenttien välillä. Laajasta tutkimustyöstä huolimatta hyvin pienitaajuisten 
magneettikenttien vaikutusmekanismi ei ole vielä selvillä. Tarvitaankin vielä lisää 
tutkimustietoa hyvin pienitaajuisten magneettikenttien vaikutuksista ja 
vaikutusmekanismeista sekä siitä, pystytäänkö vaikutuksia jotenkin estämään. 
Tällä hetkellä todennäköisimpänä hyvin pienitaajuisten magneettikenttien 
vaikutusmekanismina pidetään niin sanottua radikaalipari-mekanismia, jossa magneettikenttä 
vaikuttaa happiradikaalien parittomien elektronien spineihin ja niiden suuntaukseen. 
Mielenkiintoinen tutkimuskysymys onkin se, että pystytäänkö antioksidanteilla mahdollisesti 
estämään magneettikenttien aiheuttamia vaikutuksia soluissa. Happiradikaalit aiheuttavat 
soluissa oksidatiivista stressiä solunsisäisen hapetus-pelkistystasapainon siirtyessä enemmän 
hapettavien olosuhteiden puolelle. Solut pystyvät puolustautumaan oksidatiivista stressiä 
vastaan antioksidanttien avulla. Ne ovat siis yhdisteitä, jotka estävät toisten yhdisteiden 
hapettumista hapettuen samalla itse. Antioksidantit tasapainottavat soluissa tapahtuvaa 
oksidatiivista stressiä estäen näin haitallisten vaikutusten syntymistä, ja ovat näin ollen 
elintärkeitä solun terveenä pysymisen kannalta.  
Tämän tutkimuksen tarkoituksena on selvittää pystytäänkö antioksidanttien avulla estämään 
magneettikentän aiheuttamia solutason vaikutuksia ihmisen neuroblastoomasoluissa. 
Tutkimuksessa määritetään millä tavalla antioksidanttialtistus vaikuttaa 
magneettikenttäaltistuksen jälkeiseen happiradikaalituotantoon, solujen elävyyteen, 






2.1. IONISOIMATON SÄTEILY 
 
Ionisoimaton säteily koostuu sähkö- ja magneettikentistä, ja on siten sähkömagneettista 
säteilyä. Kun kentän taajuus on 0 Hz tai sen muutosnopeus pieni, puhutaan staattisista 
kentistä. Kentän muutosnopeuden kasvaessa se alkaa edetä sähkömagneettisena 
aaltoliikkeenä, jolloin voidaan puhua säteilystä. Ionisoimattoman säteilyn energia on niin 
pieni, että se ei riitä elektronin irrottamiseen atomista eli ionisaation tapahtumiseen. 
Sähkömagneettinen säteily voidaan jakaa taajuuden ja aallonpituuden perusteella hyvin 
pienitaajuiseen, välitaajuiseen ja radiotaajuiseen säteilyyn (Kuva 1.). Ionisoimattoman 
säteilyn aallonpituus on suurempi kuin 100 nm ja siihen kuuluvat pienitaajuiset ja staattiset 
sähkö- ja magneettikentät, radioaallot, infrapunasäteily (IR-säteily), näkyvä valo ja 
ultraviolettisäteily (UV-säteily). UV-säteily, näkyvä valo ja lämpösäteily kuuluvat optiseen 
säteilyyn. (Jokela 2006)  
 
Kuva 1. Sähkömagneettinen spektri 
 
2.1.1. Hyvin pienitaajuiset magneettikentät 
 
Magneettikentät, joiden taajuus on alle 300 Hz, luokitellaan hyvin pienitaajuisiksi. Niiden 
voimakkuus eli magneettivuon tiheys ilmaistaan Tesloina (T) ja voimakkuus vaihtelee 
lähteestä riippuen. Hyvin pienitaajuisten magneettikenttien muutosnopeus on riittävän suuri 
indusoimaan paikallaan olevaan ihmiseen sähkökenttiä ja -virtoja. Tämä induktio riippuu 
kehon koosta ja asennosta sähkö- ja magneettikenttien suuntaan. Riittävän voimakkaina 
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Hermosolujen häiriintyminen voi ilmetä magnetofosfeeneina eli pieninä valon välkähdyksinä 
näkökentän laidalla (Jokela 2006).  
Hyvin pienitaajuisia magneettikenttiä esiintyy kaikkialla, missä tuotetaan, jaetaan ja käytetään 
sähköä, kuten voimalinjojen ja sähkölaitteiden läheisyydessä (IARC 2002, Jokela 2006). Eri 
maiden sähköjärjestelmien taajuudet vaihtelevat, mutta pääsääntöisesti verkkotaajuus on 50-
60 Hz (IARC 2002). Voimakkaita hyvin pienitaajuisia magneettikenttiä esiintyy 
teollisuudessa, esimerkiksi induktiokuumentimien läheisyydessä magneettikentän 
voimakkuus voi olla jopa yli 1000 µT. Kotitalouksissa esiintyvien 50 Hz magneettikenttien 
vuontiheydet jäävät normaalisti alle 0,1 µT. Huomattavan magneettikentän voi kuitenkin 
aiheuttaa esimerkiksi lattian alla sijaitseva kiinteistömuuntaja. Kodinkoneiden aiheuttamat, 
yleensä hetkelliset, magneettikentät ovat voimakkuudeltaan 1-100 µT. Näin voimakkaat 
kentät esiintyvät kuitenkin hyvin lähellä laitteita. Hyvin pienitaajuisen magneettikentän 
voimakkuus pieneneekin huomattavasti etäisyyden lähteestä kasvaessa.  Esimerkiksi 
suurjännitteisen voimajohdon alla magneettikenttä on yleensä 3-10 µT, mutta 60 metrin 
päässä magneettikentän voimakkuus on enää alle 1 µT (Jokela 2006).  
Suomessa 50 Hz taajuiselle magneettikentälle altistumisen suositusarvoksi on annettu 100 µT, 
kun altistus kestää merkittävän ajan. Kun altistus ei kestä merkittävää aikaa, suositusarvo on 
500 µT (STM 2002). Hyvin pienitaajuisten magneettikenttien terveysvaikutuksista on 
keskusteltu paljon, ja vuonna 2002 IARC luokitteli magneettikentät mahdollisesti ihmisille 
karsinogeenisiksi. Tämä luokittelu perustui pääasiallisesti magneettikenttäaltistuksen 
epidemiologiseen yhteyteen lasten leukemian kanssa. Vaikka magneettikenttiä ja niiden 
aiheuttamia vaikutuksia on tutkittu paljon, vaikutusten solutason mekanismi on vielä 
epäselvä. Todennäköisimpänä vaihtoehtona pidetään tällä hetkellä niin sanottua radikaalipari-
mekanismia, jossa magneettikenttä vaikuttaa happiradikaalien parittomien elektronien 







2.2. HYVIN PIENITAAJUISET MAGNEETTIKENTÄT JA OKSIDATIIVINEN 
STRESSI 
 
2.2.1. Biologiset vaikutukset 
 
Joissakin tutkimuksissa altistuksen hyvin pienitaajuiselle magneettikentälle on havaittu 
lisäävän soluissa tapahtuvaa happiradikaalituotantoa (Akdag ym. 2010, Frahm ym. 2010, 
Mannerling ym. 2010). Mannerling ym. (2010) tutkimuksessa havaittiin, että 
magneettikenttäaltistuksen aiheuttama happiradikaalituotannon lisäys voidaan estää 
melatoniin ja fenantroliinin avulla. On myös tutkimuksia, joissa magneettikenttäaltistuksen ei 
ole havaittu vaikuttavan happiradikaalituotantoon (Di Loreto ym. 2009, Hong ym. 2012). 
Markkanen ym. (2010) eivät myöskään tutkimuksessaan havainneet 
magneettikenttäaltistuksen vaikuttavan soluissa tapahtuviin happiradikaalireaktioihin. 
Taulukossa 1 on esitetty hyvin pienitaajuisen magneettikentän biologisia vaikutuksia 
käsitteleviä tutkimuksia, joita on tarkasteltu tässä tutkielmassa.  
Falone ym. (2007) tutkimuksessa havaittiin magneettikenttäaltistuksen muuttavan solujen 
hapetus-pelkistystilaa pelkistyneenpään suuntaan, mikä voidaan havaita esimerkiksi 
pelkistyneen glutationin (GSH) määrän nousuna. Tutkimuksen mukaan 
magneettikenttäaltistus myös vähentää solujen sietokykyä oksidatiivista stressiä vastaan. 
Myös Luukkonen ym. (2014) havaitsivat tutkimuksessaan magneettikenttäaltistuksen 
aiheuttavan muutoksen hapettavaan suuntaan solujen hapetus-pelkistystilassa välittömästi 
altistuksen jälkeen. Akdag ym. (2010) huomasivat magneettikenttäaltistuksen heikentävän 
rottien aivosolujen antioksidanttikapasiteettia ja heikkenemisen olevan riippuvainen 
magneettikentän voimakkuudesta siten, että 500 µT:n magneettikenttä heikentää kapasiteettia 
enemmän kuin 100 µT:n magneettikenttä. Magneettikenttäaltistuksen on myös havaittu 
aktivoivan solujen antioksidatiivisia puolustusjärjestelmiä (Falone ym. 2007, Emre ym. 2011, 
Sulpizio ym. 2011). Di Loreto ym. (2009) ja Hong ym. (2012) eivät tutkimuksissaan 
havainneet magneettikenttäaltistuksen vaikuttavan entsymaattisten antioksidanttien 
aktiivisuuteen. 
Hyvin pienitaajuisten magneettikenttien aiheuttamia genotoksisia vaikutuksia soluissa on 
tutkittu laajasti. Juutilainen ym. (2006) sekä Vijayalaxmi ja Prihoda (2009) raportoivat 
analyyseissaan, että monissa tutkimuksissa on havaittu hyvin pienitaajuisten 
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magneettikenttien aiheuttavan genotoksisia vaikutuksia yhdessä jonkin genotoksisen altisteen 
kanssa. Suurimmassa osassa tutkimuksia hyvin pienitaajuisen magneettikenttäaltistuksen ei 
ole havaittu aiheuttavan yksinään genotoksisia vaikutuksia soluissa (Falone ym. 2007, Di 
Loreto ym. 2009, Vijayalaxmi ja Prihoda 2009, El-Gebaly ym. 2012).  
Cho ja Chung (2003) sekä Cho ym. (2007) havaitsivat tutkimuksissaan, että yhteisaltistus 
toisen genotoksisen altisteen kanssa lisää mikrotumien määrää soluissa, mutta pelkkä 
magneettikenttäaltistus ei vaikuta mikrotumien määrään. Mikrotumat ovat DNA:n kappaleita, 
jotka ovat jääneet solunjakautumisessa tytärsolujen ulkopuolelle. Ne ovat peräsin joko 
katkenneista tai yksittäisistä kromosomeista, ja ovat merkki DNA-vauriosta (Fenech 2000). 
Cho ja Chung (2003) käyttivät yhteisaltisteena bentso(a)pyreeniä ja Cho ym. (2007) 
bleomysiiniä. Myöskään Luukkonen ym. (2011) eivät havainneet tutkimuksessaan pelkän 
magneettikenttäaltistuksen vaikuttavan mikrotumien määrään, mutta yhteisaltistus 
menadionin kanssa lisäsi niiden määrää. Luukkonen ym. (2014) havaitsivat tutkimuksessaan 
edellisestä tutkimuksesta (Luukkonen ym. 2011) poiketen, että pelkkä magneettikenttäaltistus 
ilman menadionia lisäsi mikrotumien määrää ja aiheutti genomin epävakaisuutta 8 ja 15 vrk 
altistuksen päättymisen jälkeen. Jin ym. (2012) eivät havainneet pelkän 
magneettikenttäaltistuksen tai yhteisaltistuksen ionisoivan säteilyn tai vetyperoksidin kanssa 
vaikuttavan mikrotumien määrään soluissa. Frahm ym. (2006) eivät myöskään havainneet 
magneettikenttäaltistuksella olevan vaikutusta mikrotumien määrään. Rageh ym. (2012) 
tutkimuksessa 30 vrk kestävän magneettikenttäaltistuksen havaittiin lisäävän mikrotumien 
määrää vastasyntyneiden rottien luuytimissä. Erdal ym. (2007) eivät havainneet 
tutkimuksessaan akuutin magneettikenttäaltistuksen vaikuttavan mikrotumien määrään rottien 
luuytimissä, mutta pitkäaikaisella altistuksella oli niiden määrää lisäävä vaikutus.  Myös El-
Gebaly ym. (2012) tutkimuksessa havaittiin pitkäaikaisen magneettikenttäaltistuksen lisäävän 
mikrotumien määrää soluissa, mutta magneettikenttäaltistuksen ei havaittu aiheuttavan suoria 
DNA-vaurioita.  
Altistuksen hyvin pienitaajuiselle magneettikentälle yksinään on joissakin tutkimuksissa 
havaittu lisäävän solujen elävyyttä (Falone ym. 2007, Di Loreto ym. 2009, Sulpizio ym. 
2011). Markkasen ym. (2008) tutkimuksen mukaan solujen altistaminen hyvin pienitaajuiselle 
magneettikentälle ennen menadionialtistusta vähentää apoptoosin määrää. Di Loreto ym. 
(2009) havaitsivat 1 mT:n magneettikentän vähentävän soluissa tapahtuvaa apoptoosia.  Emre 
ym. (2011) ja Luukkonen ym. (2014) eivät havainneet tutkimuksissaan 
magneettikenttäaltistuksen vaikuttavan solujen elävyyteen. Emren ym. (2011) tutkimuksessa 
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ei myöskään havaittu vaikutusta apoptoosiin, mutta nekroottisia soluja havaittiin olevan 
prosentuaalisesti vähemmän magneettikentälle altistetussa ryhmässä kuin kontrolliryhmässä. 
Myöskään Akdag ym. (2010) eivät havainneet tutkimuksessaan magneettikenttäaltistuksen 
vaikuttavan apoptoosin määrää. Kim ym. (2010) havaitsivat, että yksittäinen altistus 60 Hz:n 
magneettikentälle ei vielä lisää apoptoosia normaaleissa soluissa tai syöpäsoluissa, mutta 














Taulukko 1. Tutkimuksia magneettikenttäaltistuksen aiheuttamista biologisista vaikutuksista 
Tutkimus Taajuus Voimakkuus Kesto Yhteisaltistus Tutkimuskohde Tulokset 
Akdag ym. 
(2010) 
50 Hz 100 ja 500 µT 







100 ja 500 µT MF: Apoptoosi ↑ ja CAT ↓. 500 µT 




60 Hz 0,8 mT 24 h 
Bentso(a)py-
reeni, 24 h 
yhdessä MF 
kanssa, jonka 
jälkeen 48 h 
ilman MF   
Ihmisen 
lymfosyytit 
MF: vastinkromosomien vaihtuminen ↔ ja 
mikrotumien määrä ↔. MF+bentso(a)pyreeni: 




60 Hz 0,8 mT 












MF: mikrotumien määrä ↔. MF+bleomysiini: 
mikrotumien määrä ↑. 
Di Loreto 
ym. (2009) 






Solujen elävyys ↑, apoptoosi ↓, ROS ↔, lipidien 
peroksidaatio ↔, GSH ↔, SOD ↔, CAT ↔, GR ↔, 
GPX ↔ ja GST ↔. 
El-Gebaly 
ym. (2012) 
50 Hz 0,5 mT 30 vrk ei 
Rotan (Wistar) 
punasolut 
Mikrotumien määrä ↑ ja DNA vauriot ↔. 
Emre ym. 
(2011) 
1, 10, 20 
ja 40 Hz 
1,5 mT 
1 h/vrk, 30 vrk 
ajan, pulssi-




SOD ↑, MDA ↑, solujen elävyys ↔ ja apoptoosi ↔. 
Nekroottisten solujen määrä oli pienempi MF-




Taulukko 1. (jatkuu) Tutkimuksia magneettikenttäaltistuksen aiheuttamista biologisista vaikutuksista 
Tutkimus Taajuus Voimakkuus Kesto Yhteisaltistus Tutkimuskohde Tulokset 
Erdal ym. 
(2007) 
50 Hz 1 mT 
4 h ja 4 h/vrk, 




Kromosomipoikkeamien määrä ↔. Pitkäaikainen 
MF: mikrotumien määrä ↑, lyhytaikainen MF: 
mikrotumien määrä ↔. 
Falone ym. 
(2007) 
50 Hz 1 mT 
10, 20, 30 ja  
60 min sekä 
48 ja 96 h 
H2O2, ROS 
määrityksessä 






MF: apoptoosi ↔, solujen elävyys ↑, ROS ↔ ,DNA 
vauriot ↔, SOD ↔, CAT ↔, GPX ↑ ja GST ↑. 




0.05, 0.1, 0.5 
ja 1 mT 
45 min sekä 






ROS ↑ (45 min MF) ja Mikrotumien määrä ↔. 
Frahm ym. 
(2010) 
50 Hz 1 mT 





45 min MF: ROS ↑. 
Hong ym. 
(2012) 








0.1, 0.2, 0.5 
ja 1 mT 
4 h 
Ionisoiva 















Taulukko 1. (jatkuu) Tutkimuksia magneettikenttäaltistuksen aiheuttamista biologisista vaikutuksista 









0-60 min ja 30 










Lyhytkestoinen MF: DNA vauriot ↑ ja solujen 
elävyys ↔. Altistuksen toistaminen: elävyys ↓, DNA 
vauriot ↑ ja apoptoosi ↑. 
Luukkonen 
ym. (2011) 









MF: ei vaikutuksia. MF+menadioni: DNA vauriot ↑, 
mikrotumien määrä ↑ ja DNA:n korjaustehokkuus ↑. 
Luukkonen 
ym. (2014) 
50 Hz 100 µT 24 h 
Menadioni,  







Välittömästi altistuksen jälkeen ROS ↑, SOD ↑, GSH 
↓ ja lipidien peroksidaatio ↔. 8 ja 15 vrk altistuksen 
päättymisen jälkeen mikrotumien määrä ↑ ja SOD 
↔. 15 vrk altistuksen päättymisen jälkeen ROS ↑ ja 
lipidien peroksidaatio ↑. Solujen elävyys ↔. 
Markkanen 
ym. (2008) 
50 Hz 100 ja 300 µT 24 h ja 48 h 
UVB-säteily 
ja menadioni, 






MF: apoptoosi ↔ ja GSH ↔. MF ennen menadioni-






Taulukko 1. (jatkuu) Tutkimuksia magneettikenttäaltistuksen aiheuttamista biologisista vaikutuksista 
Tutkimus Taajuus Voimakkuus Kesto Yhteisaltistus Tutkimuskohde Tulokset 
Markkanen 
ym. (2010) 




ensin 24 h MF 




















MF: ROS ↑. Melatoniini ja ferantroliini: MF 
aiheuttama ROS ↓. 
Sulpizio ym. 
(2011) 





Solujen elävyys ↑ ja lukumäärä ↑.  
Rageh ym. 
(2012) 





MDA ↑, SOD ↑ , GSH ↔ ja DNA vauriot ↑. 
Mikrotumien määrä luuytimessä ↑. 
↑ (määrä lisääntyy), ↓ (määrä vähenee), ↔ (ei vaikutusta), CAT (katalaasi), GPX (glutationiperoksidaasi), GR (glutationi-disulfidi-reduktaasi), 
GSH (pelkistynyt glutationi), GSSG (hapettunut glutationi), GST (glutationi-S-transferaasi), MDA (malondialdehydi), OSI (oksidatiivisen 
stressin indeksi), PCE (polykroaattiset erytrosyytit), ROS (happiradikaalit), SOD (superoksididismutaasi), TAC (antioksidatiivinen 
kokonaiskapasiteetti), TOS (antioksidanttien kokonaistilanne)
19 
 
2.3. OKSIDATIIVINEN STRESSI 
 
Oksidatiivinen stressi tarkoittaa epätasapainoa solun hapetus-pelkistystilassa, jolloin tasapaino 
on enemmän hapettavien olosuhteiden puolella. Solunsisäisten happiradikaalien määrä on siis 
liian suuri antioksidantteihin nähden, mikä johtuu joko antioksidanttien määrän laskusta tai 
happiradikaalimäärän kasvusta. Oksidatiivista stressiä vastaan solut puolustautuvat 




Happiradikaalit ovat hapesta muodostuneita molekyylejä tai yhdisteitä, jotka sisältävät usein 
yhden tai useamman parittoman elektronin. Niiden reaktiivisuus aiheutuu parittomasta 
elektronista, mutta reaktiivisuus kuitenkin vaihtelee eri happiradikaalien välillä. 







), joista superoksidi on kaikkein yleisin (Halliwell ja Gutteridge 
2007). Myös vetyperoksidi (H2O2), luetaan mukaan happiradikaaleihin, vaikka siltä puuttuu 
vapaa elektroni. Happiradikaaleista reaktiivisimpia on hydroksyyliradikaali, kun taas 
vetyperoksidi ei ole kovin reaktiivinen (Rahal ym. 2014). Happiradikaaleja muodostuu solun 
normaalissa aineenvaihdunnassa ja matalina pitoisuuksina ne ovatkin soluille elintärkeitä, 
sillä ne ovat esimerkiksi osa solujen viestintäsysteemiä ja toimivat solun puolustuksessa 
haitallisia aineita vastaan (Valko ym. 2006). Korkeina pitoisuuksina happiradikaalit ovat 
puolestaan haitallisia, koska ne aiheuttavat oksidatiivista stressiä ja reagoivat solun 
molekyylien kanssa vaurioittaen niitä (Kaur ym. 2014).  
Happiradikaaleja voi muodostua soluissa ulkoisen tekijän, kuten ionisoivan säteilyn tai 
ultraviolettivalon vaikutuksesta. Suurin osa happiradikaaleista muodostuu kuitenkin solun 
omissa reaktioissa, esimerkiksi mitokondrioissa, peroksisomeissa, sytokromi p450:ssa ja 
tulehdusreaktioiden yhteydessä (Valko ym. 2004). Näistä eniten happiradikaaleja muodostuu 
mitokondrioissa. Mitokondriot vastaavat solun energiantuotannosta niin sanotun 
elektroninsiirtoketjun avulla, joka sijaitsee mitokondrion sisäkalvolla. Elektroninsiirtoketjussa 
elektroneja siirretään molekyyliltä toiselle, jolloin vapautuu energiaa. Elektroneja pääsee 
kuitenkin vuotamaan ketjusta, jolloin ne voivat reagoida hapen kanssa muodostaen 
superoksideja (Valko ym. 2007). Superoksidit voivat muuttua vetyperoksidiksi, joka 
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puolestaan voi muuttua hydroksyyliradikaaliksi. Mitokondrion ulkokalvo on suuri 
vetyperoksidin lähde, sillä sitä muodostuu monoamiinioksidaasin katalysoimassa 
monoamiinien hapetusreaktiossa (Cadenas ja Davies 2000). Happiradikaaleja voi muodostua 
myös ketjureaktioissa, joissa happiradikaali reagoi neutraalin molekyylin (non-radical) 
kanssa, jolloin muodostuu uusia happiradikaaleja (Halliwell ja Gutteridge 2007). Nämä voivat 




Antioksidantit ovat yhdisteitä, jotka estävät toisten yhdisteiden hapettumista hapettuen usein 
itse. Soluissa on antioksidatiivinen järjestelmä, jonka avulla ne puolustautuvat 
happiradikaaleja vastaan. Tämä järjestelmä voidaan jakaa entsymaattisiin ja ei-entsymaattisiin 
antioksidantteihin (Matés ym. 1999). Antioksidantit toimivat yhteistyössä ja monella eri 
tavoin, sillä ne esimerkiksi poistavat happiradikaaleja ja niiden esiasteita, estävät 
happiradikaalien muodostumista ja sitovat metalli-ioneja, joita tarvitaan happiradikaalien 
muodostumisen katalyysiin (Andriantsitohaina ym. 2012).  
Tärkeimpiä entsymaattisia antioksidantteja ovat superoksididismutaasi (SOD), katalaasi ja 
glutationiperoksidaasi (Valko ym. 2006). Superoksididismutaasi katalysoi superoksidi-ionien 
hajottamista hapeksi ja vetyperoksidiksi. Ihmisillä on kolme eri muotoa 
superoksididismutaasista, solulimassa oleva Cu/Zn-SOD, mitokondrioissa oleva Mn-SOD ja 
soluväliaineessa oleva EC-SOD (Karihtala ym. 2007). Katalaasia esiintyy peroksisomeissa. 
Se hajottaa tehokkaasti vetyperoksidin, jolloin muodostuu vettä ja molekulaarista happea. 
Glutationiperoksidaasista on kaksi muotoa, seleenistä riippumaton (GST) ja seleenistä 
riippuvainen (GPx). Kuten katalaasi, glutationiperoksidaasi katalysoi peroksidien 
pelkistymistä vaarattomaan muotoon. (Matés ym. 1999) 
Ei-entsymaattisia antioksidantteja ovat esimerkiksi askorbiinihappo (C-vitamiini), tokoferoli 
(E-vitamiini), β-karoteeni (A-vitamiinin esiaste) ja tioli-antioksidantit, joista tärkein on 
glutationi (Valko ym. 2006). C-vitamiini on yksi runsaslukuisimmista antioksidanteista, sillä 
sitä saadaan ravinnosta, esimerkiksi hedelmistä ja vihanneksista. Sillä on kuitenkin myös pro-
oksidatiivisia vaikutuksia, koska transitiometallien läsnä ollessa se voi lisätä 
hydroksyyliradikaalien muodostumista Fentonin reaktion kautta (Poljsak ja Raspor 2007).   E-
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vitamiini on rasvaliukoinen antioksidantti ja se esiintyy kudoksissa pääasiassa α-tokoferolina 
(Niki 2014). Tokoferolit ja tokotrienolit ovat tehokkaita vedyn luovuttajia ja hapettuessaan ne 
estävät esimerkiksi lipidien peroksidaatiota. β-karoteenia on runsaasti kasveissa ja hedelmissä 
ja se antaa niille oranssin värin. Sillä on sekä antioksidatiivisia että pro-oksidatiivisia 
vaikutuksia, jotka riippuvat hapen ja β-karoteenin pitoisuuksista (Zahng ja Omaye 2000). 
Glutationia esiintyy erityisesti solulimassa, tumassa ja mitokondriossa. Sen pelkistynyt muoto 
on glutationi (GSH) ja hapettunut muoto glutationi disulfidi (GSSG). Normaalissa hapetus-
pelkistys-tilanteessa valtaosa glutationista on GSH:na, joten GSH/GSSG-suhdetta voidaan 
käyttää indikaattorina oksidatiivisesta stressistä (Jones ym. 2000). Glutationilla on useita 
tehtäviä oksidatiivisen stressin torjumiseen liittyen, mutta sillä on myös pro-oksidatiivisia 
vaikutuksia. Glutationi voi esimerkiksi torjua happiradikaaleja itse tai kofaktorina, sillä se on 
osana useissa oksidatiivisen stressin torjumiseen osallistuvissa entsyymeissä, kuten 
glutationiperoksidaasissa (GPx) ja glutationitrasferaasissa (Pompella ym. 2003). Glutationin 
pro-oksidatiiviset vaikutukset johtuvat tiolien hapettavasta vaikutuksesta metalli-ioneihin.  
 
2.3.3. Oksidatiivisen stressin aiheuttamat makromolekyylien vauriot 
 
Liian suurina pitoisuuksina happiradikaalit vaurioittavat solun makromolekyylejä, kuten 
lipidejä, proteiineja ja DNA:ta (Sinha ym. 2014). Vaikka solut pystyvät puolustautumaan 
oksidatiivista stressiä vastaan ja DNA-vaurioita varten on omat korjausmekanisminsa, 
happiradikaalien aiheuttamia vaurioita tulee soluun koko sen eliniän ajan. Vauriot lipideissä, 
proteiineissa ja DNA:ssa ovat yhteydessä esimerkiksi vanhenemiseen, syöpään ja 
neurologisiin tauteihin (Bagchi ja Puri 1998).  
Oksidatiivisessä stressissä DNA-vauriot syntyvät, kun happiradikaalit hapettavat DNA:ta. 
Tyypillisiä vaurioita ovat muutokset nukleotidijärjestelmässä, eli puriineissa, pyrimidiineissä 
ja deoksiriboosissa sekä joko toisen tai molempien juosteiden katkeaminen (Valko ym. 2004). 
Nukleotidijärjestelmän muutoksia ovat esimerkiksi hapettuminen ja sellaisten alueiden 
muodostuminen, joista puuttuvat puriinit ja pyrimidiinit. Tyypillinen merkki happiradikaalien 
aiheuttamasta DNA-vauriosta on 8-oxo-7,8-dihydroguaniinin (8-oxoGua) muodostuminen, 
joka tapahtuu, kun hydroksyyliradikaali hapettaa guaniinin (Kryston ym. 2011). 8-oxoGua on 
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merkittävä, koska se muodostuu melko helposti ja on sekä mutageeninen että karsinogeeninen 
(Valko ym. 2006).  
Soluissa on erilaisia korjausmekanismeja DNA-vaurioita varten. Esimerkiksi kun vain toinen 
juoste on vaurioitunut, solut voivat korjata vaurioita emäksen (base excision repair) ja 
nukleotidin (nucleotide excision repair) korjauksen avulla (Cooke ym. 2003).   Korjaus ei 
kuitenkaan aina onnistu, mikä voi johtaa mutaatioihin, kuten emäsparin korvautumiseen 
toisella tai häviämiseen kokonaan.   DNA-vaurioista voi seurata myös esimerkiksi 
transkription keskeytyminen tai käynnistyminen, virheitä replikaatiossa ja genomin 
epävakaisuutta. Geneettisen materiaalin pysyvä muuttuminen on yhteydessä mutageneesiin, 
karsinogeneesiin ja ikääntymiseen (Valko ym. 2006).   
Happiradikaalit eivät aiheuta vaurioita ainoastaan DNA:ssa, vaan myös muissa solun 
makromolekyyleissä. Happiradikaalit aiheuttavat esimerkiksi lipidien peroksidaatiota (Kohen 
ja Nyska 2002). Kaikki solukalvot ovat herkkiä hapettumiselle, koska ne sisältävät paljon 
tyydyttymättömiä rasvahappoja. Tyydyttymättömät rasvahapot ovat erityisen herkkiä 
hapettumiselle, koska ne sisältävät kahden kaksoissidoksen välillä metyleeniryhmän, johon 
happiradikaali reagoi. Ensimmäisiä tuotteita, joita lipidien peroksidaatiossa syntyy, ovat 
lyhytikäiset hydroperoksidit (Valko ym. 2004). Ne voivat reagoida metalli-ionien kanssa, 
jolloin syntyy reaktiivisia yhdisteitä, kuten aldehydejä. Esimerkiksi malondialdehydi (MDA) 
ja 4-hydroksi-2-nonenaali (HNE) ovat lipidien peroksidaatiossa syntyviä yhdisteitä, joiden 
avulla hapettumisen määrää voidaan tutkia. MDA on mutageeninen ja karsinogeeninen sekä 
bakteeri- että eläinsoluille (Marnett 2002). HNE on hyvin reaktiivinen yhdiste, jonka 
vaikutukset soluissa riippuvat sen pitoisuudesta (Halliwell ja Gutteridge 2007). Se aiheuttaa 
muun muassa apoptoosia ja vaikuttaa transkirptioon ja translaatioon (Siddiqui ym. 2012).  
Happiradikaalit voivat aiheuttaa vaurioita myös proteiineissa. Vauriot voivat tulla 
primäärisesti happiradikaalien vaikutuksesta tai sekundäärisesti lipidien peroksidaatiossa 
syntyneiden tuotteiden, kuten MDA:n tai HNE:n, vaikutuksesta (Halliwell ja Gutteridge 
2007). Vauriot proteiineissa ilmenevät niiden rakenteen muuttumisena, kuten 
pirstaloitumisena tai dimerisoitumisena, jolloin niiden toiminta voi muuttua. Lisäksi 
hapettumisen seurauksena voi syntyä uusia happiradikaaleja, kuten hydroperoksideja ja 
peroksideja. Voi myös syntyä ketjureaktiota, jolloin jo olemassa olevien happiradikaalien 




3. TYÖN TAVOITTEET 
 
Tämän tutkimuksen tarkoituksena oli selvittää pystytäänkö hyvin pienitaajuisen 
magneettikentän aiheuttamia solutason vaikutuksia estämään antioksidanteilla ihmisen 
neuroblastoomasoluissa. Tutkimuksessa käytettiin antioksidantteina yleisantioksidantti N-
asetyyli-L-kysteiiniä (NAC) ja mitokondriospesifistä superoksidiantioksidanttia (2-(2,2,6,6-
Tetrametyylipiperidiini-1-oksyl-4-ylamino)-2-oksoetyyli)trifenyylilfosfonium kloridi 
monohydraattia (Mito-TEMPO) ja soluja altistettiin kummallekin antioksidantille erikseen. 
Soluja altistettiin ensin 1 h pelkälle antioksidantille ja sitten 24 h antioksidantin lisäksi myös 
magneettikentälle. Näitä altistuksia seurasi 3 h menadionialtistus. Tutkimuksessa mitattiin 
happiradikaalituotannon määrää, solujen elävyyttä, mitokondrionaalista superoksidituotantoa, 
mikrotumien määrää sekä suhteellista elävyyttä. Happiradikaali-, elävyys- ja 
mitokondrionaalisen superoksidituotannon määrityksiä tehtiin sekä magneettikenttä- että 
menadionialtistuksen jälkeen sekä mikrotuma- ja suhteellisen elävyyden määrityksiä 72 tuntia 





















Esikokeiden tarkoituksena oli löytää sopivat antioksidanttipitoisuudet varsinaisiin kokeisiin. 
Ihmisen neuroblastoomasoluille (solulinja SH-SY5Y) tehtiin ensin 1 h kestävä 
antioksidanttialtistus. Käytetyt antioksidantit olivat NAC, Mito-TEMPO ja (2,2,6,6-
Tetrametyylipiperidiini-1-yl)oksy (TEMPO). NAC:n konsentraatioina käytettiin 0.1, 1, 2 ja 5 
mM, Mito-TEMPO:n ja TEMPO:n konsentraatiot olivat 1, 10, 100 ja 1000 µM. 
Antioksidanttialtistuksen jälkeen soluille tehtiin 3 h menadionialtistus siten, että kuoppiin 
lisättiin joko pelkkää mediumia, 1 µM tai 20 µM menadionia. Soluja inkuboitiin 
soluviljelyinkubaattorissa (Heraeus HERAcell, Saksa) ja altisteiden lisäykset tapahtuivat 
laminaarivirtauskaapissa (Kojar tech Oy, KR-125B, Suomi). Mikrotumamäärityksissä 
rinnakkaisia näytteitä oli 2 kpl ja muissa määrityksissä 3 kpl. Solujen happiradikaalituotantoa 
mitattiin 2ʼ, 7ʼ-dikloridihydrofluoreskiini-diasetaatti (DCF)-menetelmällä (kts. 4.4.1). Solujen 
elävyys määritettiin käyttäen propidiumjodidi/digitoniini-menetelmää (kts. 4.4.2.). 
Mitokondrionaalisen superoksidituotannon mittaamiseen käytettiin Red Mitochondrial 
Superoxide Indicator (MitoSOX)-menetelmää (kts. 4.4.3.) ja superoksidituotannon 
mittaamiseen dihydroksietidium (DHE)-menetelmää. Nämä määritykset tehtiin fluorometrillä 
(TECAN Infinite F200 PRO, Tecan Group Ltd., Sveitsi). Lisäksi virtaussytometrillä 
määritettiin (Becton Dickinson FACSCalibur, Yhdysvallat) solujen mikrotumien määrää ja 
suhteellista elävyyttä.  
Esikokeiden perusteella valittiin NAC:n pitoisuudeksi 2 mM, koska se näytti parhaiten 
laskevan happiradikaalituotantoa. Mito-TEMPO:n pitoisuudeksi valittiin 10 µM, koska sen 
havaittiin pienentävän hyvin mitokondrionaalista superoksidituotantoa. TEMPO jätettiin 
varsinaisista kokeista pois, sillä se olisi vaatinut vielä esikokeita, mitä aikataulu ei sallinut. 







Solujen altistaminen 20 µM menadionille nostaa happiradikaalituotantoa kaikilla TEMPO:n 
pitoisuuksilla verrattuna soluihin, joita ei ole altistettu menadionille (Kuva 3.). 
Happiradikaalituotanto on lähes samansuuruinen kaikilla TEMPO:n pitoisuuksilla, toistojen 


















Kuva 3. Happiradikaalituotanto mitattuna välittömästi menadionialtistuksen jälkeen. Solut 
altistettiin ensin 1 h TEMPO:lle eri annoksilla (0, 1, 10, 100 ja 1000 µM) tai 1 % EtOH:lle 
(etyylialkoholi) ja sitten 3 h pelkälle menadionille. EtOH:a käytettiin, koska TEMPO:n 
valmistuksessa käytetään sitä. Lasketut keskiarvot ja keskiarvon keskivirhe (SEM) on esitetty 
suhteellisina fluoresenssiyksikköinä (RFU), n = 1 - 2. 
 
20 µM menadioni lisää mitokondrionaalista superoksidituotantoa kaikilla Mito-TEMPO:n 
pitoisuuksilla verrattuna soluihin, joita ei ole altistettu menadionille (Kuva 4.). Mito-TEMPO 
nostaa superoksidituotantoa menadionille altistetuissa soluissa annosvasteisesti. Määrityksestä 























Kuva 4. Mitokondrionaalinen superoksidituotanto mitattuna välittömästi menadionialtistuksen 
jälkeen. Solut altistettiin ensin 1 h Mito-TEMPO:lle eri annoksilla (0, 1, 10, 100 ja 1000 µM) 
tai 1 % EtOH:lle (etyylialkoholi) ja sitten 3 h pelkälle menadionille. EtOH:a käytettiin, koska 
Mito-TEMPO:n valmistuksessa käytetään sitä. Lasketut keskiarvot ja keskiarvon keskivirhe 
(SEM) on esitetty suhteellisina fluoresenssiyksikköinä (RFU), n = 2. 
 
Menadioni laskee happiradikaalituotantoa annosvasteisesti lähes kaikilla NAC:n 
pitoisuuksilla (Kuva 5.). NAC vähentää happiradikaalituotantoa soluissa pitoisuuksilla 1, 2 ja 























Kuva 5. Happiradikaalituotanto mitattuna välittömästi menadionialtistuksen jälkeen. Solut 
altistettiin ensin 1 h ajan NAC:lle eri annoksilla (0, 0.1, 1, 2 ja 5 mM) ja sitten 3 h ajan 
menadionille. Lasketut keskiarvot ja keskiarvon keskivirhe (SEM) on esitetty suhteellisina 
fluoresenssiyksikköinä (RFU), n = 3. 
 
Solujen elävyys on kaikilla menadionin ja NAC:n pitoisuuksilla noin 90 % (Kuva 6.). 
























Kuva 6. Solujen elävyys mitattuna välittömästi menadionialtistuksen jälkeen. Solut altistettiin 
ensin 1 h ajan NAC:lle eri annoksilla (0, 0.1, 1, 2 ja 5 mM) ja sitten 3 h menadionille. 




20 µM menadioni nostaa mikrotumien määrää soluissa verrattuna 0 ja 1 µM menadionille 
altistettuihin soluihin (Kuva 7.). NAC-altistus vähentää 20 µM menadionin aiheuttamien 
mikrotumien määrää. 0 ja 1 µM menadionille altistetuissa soluissa mikrotumien määrät ovat 






















Kuva 7. Mikrotumien määrä prosentteina 72 h menadionialtistuksen jälkeen. Solut altistettiin 
ensin 1 h NAC:lle ja sitten 3 h menadionille. Lasketut keskiarvot ja keskiarvon keskivirhe 
(SEM) on esitetty prosentteina (%), n = 3. 
 
Menadioni laskee suhteellista solumäärää annosvasteisesti soluissa, joita ei ole altistettu 
NAC:lle (Kuva 8.). NAC:lle altistetuissa soluissa suhteellinen solumäärä on suurempi 







































Kuva 8. Suhteellinen solumäärä 72 h menadionialtistuksen jälkeen. Solut altistettiin ensin 1 h 
NAC:lle ja sitten 3 h menadionille. Lasketut keskiarvot ja keskiarvon keskivirhe (SEM) on 




















Tutkimuksessa ihmisen neuroblastoomasoluja (solulinja SH-SY5Y) altistettiin 48-
kuoppalevyillä (Sigma-Alrich, Yhdysvallat) soluviljelyinkubaattorissa 24 h ajan 50 Hz 
magneettikentälle, jonka voimakkuus oli 100 µT. Tuntia ennen magneettikenttäaltistuksen 
aloittamista soluille aloitettiin antioksidanttialtistus, joka loppui samaan aikaan 
magneettikenttäaltistuksen kanssa. Antioksidanttialtistus aloitettiin ennen 
magneettikenttäaltistusta, jotta pystyttiin selvittämään estääkö antioksidantti magneettikentän 
aiheuttamia vaikutuksia soluissa. Antioksidantteina käytettiin 2 mM NAC:ia ja 10 µM Mito-
TEMPO:a. Magneettikenttäaltistuksen päätyttyä soluille tehtiin 3 h kestävä menadionialtistus 
(1 ja 20 µM).  Kuvassa 9. nähdään aikajanana kokeiden aikataulu. 
 
 
Kuva 9. Kokeiden aikataulu. AO (antioksidanttialtistus), AO+MF (yhteisaltistus 
antioksidantille ja magneettikentälle), MQ (menadionialtistus) ja 72 h (inkubaatio ennen 
mikrotuma-analyysia). 
 
Solujen altistaminen tapahtui soluviljelyinkubaattorissa, johon oli liitetty 
magneettikenttäaltistuslaitteisto. Laitteisto koostui signaaligeneraattorista (Wavetek Arbitrary 
Wavefrom Generator model 75, Yhdysvallat) ja vahvistimesta (Peavey M-3000 Power Amplifier, 
Peavey Electronics Corp., Yhdysvallat) sekä inkubaattorin sisälle asetetuista kahdesta 
kuparikelasta. Kelat olivat kooltaan 340*460 mm kokoisia ja ne oli asetettu 220 mm 
etäisyydelle toisistaan Helmholz-tyyppisesti, jolloin niiden sisään muodostui lähes tasainen 
magneettikenttä. Soluviljelyinkubaattorin lämpötila oli +37 °C ja suhteellinen 
hiilidioksidipitoisuus noin 5 %. Kontrolleja pidettiin vastaavanlaisessa 
soluviljelyinkubaattorissa, mutta siihen ei ollut liitetty magneettikenttäaltistuslaitteistoa.  
Tutkimuksessa mitattiin solujen happiradikaalituotantoa DCF-menetelmällä, 
mitokondrionaalista superoksidituotantoa MitoSOX-menetelmällä sekä elävyyttä 
propidiumjodidi- ja digitoniinikäsittelyillä. Näihin määrityksiin käytettiin fluorometriä. 
AO MQ








Lisäksi virtaussytometrillä määritettiin mikrotumia ja suhteellista solumäärää 72 tuntia 
menadionialtistuksen päättymisen jälkeen. 
 
4.3. SOLULINJA JA SOLUVILJELY 
 
4.3.1. Solujen ylläpito ja kasvattaminen 
 
Tutkimuksessa altistettavina soluina käytettiin ihmisen neuroblastoomasoluja (SH-SY5Y). 
Kyseistä solulinjaa käytettiin, koska tutkimusryhmä on aikaisemmissa tutkimuksissa 
havainnut sen soveltuvaksi aiotun kaltaisiin tutkimuksiin. Solujen säilytys tapahtui 
nestetypessä ampulleissa, jotka sisälsivät kasvatusliuosta. Ampulleihin oli myös lisätty 10 % 
dimetyylisulfoksidia (DMSO) jääkiteiden muodostumisen ehkäisemiseksi. Kaikki 
tutkimuksessa käytetyt kemikaalit ja liuosten valmistusohjeet on esitetty liitteessä 1.  
Solujen kasvattamisessa käytettiin glukoosia 4,5 g/l sisältävää Dulbecco´s Modified Eagle 
Mediumia (DMEM). Mediumiin lisättiin 10 % inaktivoitua FBS:aa, 5000 U/ml penisilliiniä ja 
5000 µg/ml streptomysiiniä.  Soluja kasvatettiin soluviljelypulloissa (75 cm
3
, Nunc, Tanska) 
steriileissä olosuhteissa soluviljelyinkubaattorissa, jossa lämpötila oli +37 °C, suhteellinen 
hiilidioksidipitoisuus 5 % ja suhteellinen ilmankosteus 90 %. Solujen siirrostaminen tehtiin 
laminaarivirtauskaapissa steriileissä olosuhteissa. Työskentelyn aikana käytettiin 
suojakäsineitä ja ennen työskentelyä laminaarivirtauskaappi puhdistettiin 1,5 % erifenolilla 
(Erisan erifenol combi, Orion-yhtymä Oyj NOIRO, Suomi) ja 70 % etyylialkoholilla (EtOH, 
Altia Corporation, Suomi). Tarvittavat liuokset lämmitettiin vesihauteessa +37 °C:een (Grant 
Instruments Y22, Englanti). 
Solujen siirrostamista varten kasvatusliuos imettiin soluviljelypullosta pois pasteur-pipetillä ja 
tilalle pipetoitiin 5,0 ml irrotusliuosta. Solususpensio pipetoitiin 15,0 ml:n tai 50,0 ml:n 
muoviputkeen, jota sentrifugoitiin (Heraeus Instruments Biofuge Primo/ Kendro Laboratory 
products, Saksa) 8 minuutin ajan, 363 x g. Tämän jälkeen supernatantti imettiin pois ja 
solupelletti suspensoitiin 1,0 ml:aan mediumia.  
Solujen laskemista varten tehtiin solususpensiosta 1:100 laimennos siten, että 1,5 ml 
eppendorf-putkeen pipetoitiin 990 µl PBS-puskuria ja 10 µl solususpensiota. Laimennosta 
pipetoitiin 10 µl solulaskentalevylle (Neuebauer, Marienfeld, Saksa) peitinlasin alle (Thermo 
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Scientific, Saksa). Solumäärät laskettiin solulaskentakammioista mikroskoopin (Olympus 
CK40, Japani) avulla. Solumäärien perusteella laskettiin ja valmistettiin tarvittavat 
solususpensiot. Alkuperäistä solususpensiota pipetoitiin laskettu määrä 20 ml:aan mediumia, 
jolloin saatiin haluttu laimennos. Soluja siirrostettiin noin 2 kertaa viikossa. 
 
4.3.2. Kuoppalevyjen valmistelu altistuksiin ja määrityksiin 
 
Solujen altistaminen tapahtui 48-kuoppalevyillä. Solujen ylläpito, kasvattaminen ja 
siirrostaminen tehtiin kohdassa 4.1.1. kuvatulla tavalla. DCF-, elävyys- ja MitoSOX-
määrityksiä varten kuoppiin pipetoitiin 0,2*10
6
 solua/ kuoppa siten, että solususpension ja 
mediumin yhteistilavuus oli 500 µl. Mikrotumamääritystä varten soluja pipetoitiin 0,1*10
6
 




4.4.1. Happiradikaalituotannon määrittäminen 
 
Solujen happiradikaalituotannon määrää mitattiin DCF-menetelmällä. DCFH-DA (2´,7´-
diklorodihydrofluoreskiini-diasetaatti) on yhdiste, joka läpäisee solukalvon. Tätä seuraa 
asetaatti-ryhmän irtoaminen solun esteraasien vaikutuksesta ja fluoresoimattoman DCFH:n 
(2´,7´-diklorodihydrofluoreskiinin) muodostuminen. Solunsisäisten happiradikaalien 
vaikutuksesta DCFH hapettuu nopeasti fluoresoivaksi yhdisteeksi, DCF:ksi (2´,7´-
diklorofluoreskiini). Happiradikaalien määrää voidaan siis tarkastella mittaamalla 
fluoresenssia.  DCF-määritystä varten solut altistettiin 48-kuoppalevyillä ja näytteitä oli aina 3 
rinnakkaista. Positiivisena kontrollina määrityksessä käytettiin 0,015 % dietyylimaleaattia 
(DEM), jolle soluja altistettiin tunnin ajan. DEM:ä käytettiin, koska sen on havaittu lisäävän 
happiradikaalituotantoa soluissa. 
Altistuksen loputtua medium imettiin pois kuopista ja tilalle pipetoitiin 500 µl 40 µM 
DCF:aa. Myös kuoppalevyillä olleisiin kolmeen tyhjään kuoppaan pipetoitiin DCF:aa, jolloin 
saatiin blank-näytteet. Kuoppalevyjä inkuboitiin 30 minuutin ajan +37 °C:ssa, pimeässä. 
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Inkuboinnin jälkeen mitattiin fluoresenssi fluorometrilla. Mittauksessa eksitaatioaallonpituus 
oli 485 nm ja emissioaallonpituus 535 nm. 
 
4.4.2. Elävyyden määrittäminen 
 
Solujen elävyyttä mitattiin propidiumjodidi- ja digitoniinikäsittelyillä. Propidiumjodidi pääsee 
sellaisiin soluihin, joiden solukalvo on vaurioitunut nekroosin seurauksena. Se sitoutuu 
DNA:han ja fluoresoi, jolloin fluoresenssi voidaan mitata fluorometrilla. Digitoniini hajottaa 
kaikkien solujen solukalvot, jolloin propidiumjodidi pääsee tunkeutumaan kaikkiin soluihin, 
ja voidaan mitata maksimifluoresenssi. Elävyysmääritys tehtiin DCF-määrityksen jälkeen 
samoista näytteistä.  
Kuoppiin lisättiin 500 µl:aan DCF:aa 20 µl 1,25 mM propidiumjodidia, jolloin pitoisuus 
kuopassa oli 50 µM. Myös blank-kuoppiin lisättiin 20 µl propidiumjodidia, jolloin saatiin 
blank 1.  Kuoppalevyjä sekoitettiin varovasti ja inkuboitiin 20 minuutin ajan pimeässä +20 
°C:ssa. Inkuboinnin päätyttyä mitattiin fluoresenssi, jolloin eksitaatioaallonpituus oli 540 nm 
ja emissioaallonpituus 612 nm. Propidiumjodidi-mittauksen jälkeen kaikkiin kuoppiin lisättiin 
20 µl 4 mM digitoniinia, jolloin kuopassa oleva pitoisuus oli 160 µM. Blank 2 saatiin, kun 
myös blank 1-kuoppiin lisättiin digitoniini. Tämän jälkeen kuoppalevyjä inkuboitiin 20 min 
ravistelijassa (kuoppalevyravistelija Labsystems Wellmix, Saksa) folioon käärittynä +20 
°C:ssa. Inkuboinnin jälkeen mitattiin fluoresenssi fluorometrilla, jolloin eksitaatioaallonpituus 
oli 540 nm ja emissioaallonpituus 612 nm.  
Fluoresenssiarvot suhteutettiin solujen määrään perustuen propidiumjodidin antamaan 
maksimifluoresenssiin digitoniinin kanssa. Elävyysprosentti (%) laskettiin kaavalla 1. 
 
Kaava 1.                                                       
F = Fluoresenssiarvo propidiumjodidin lisäyksen jälkeen 
blank 1 = Tausta soluttomista kuopista propidiumjodidin lisäyksen jälkeen 
blank 2 = Tausta soluttomista kuopista digitoniinin lisäyksen jälkeen 
Fmax = Maksimifluoresenssi digitoniinikäsittelyn jälkeen 
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4.4.3. Mitokondrionaalisen superoksidituotannon määrittäminen 
 
Solujen superoksidituotantoa mitattiin MitoSOX (Red Mitochondrial Superoxide Indicator)-
menetelmällä. Menetelmä perustuu siihen, että soluissa tuotetut superoksidit hapettavat 
MitoSOX:ia, mikä voidaan havaita mittaamalla näytteiden fluoresenssia. MitoSOX-
määrityksiä varten solut altistettiin 48-kuoppalevyillä. Kaikista näytteistä oli aina 3 
rinnakkaista. Määrityksessä käytettiin kontrollina myös 1 % etyylialkoholia (EtOH), koska 
sitä käytetään Mito-TEMPO:n valmistuksessa. Alkoholialtistus aloitettiin samaan aikaan 
Mito-TEMPO-altistuksen kanssa.  
Altistuksen loputtua kuopista imettiin medium pois ja tilalle pipetoitiin 250 µl 1 mM 
MitoSOX:ia. Kolmeen tyhjään kuoppaan pipetoitiin myös MitoSOX:ia, jotta niistä saatiin 
blankit. Kuoppalevyjä inkuboitiin +37 °C:ssa ja pimeässä 30 minuuttia, jonka jälkeen 
mitattiin fluoresenssi fluorometrillä. Mittauksessa eksitaatioaallonpituus oli 492 nm ja 
emissioaallonpituus 595 nm. 
 
4.4.4. Mikrotumien ja suhteellisen elävyyden määrittäminen 
 
Mikrotumat ovat solunjakautumisessa tytärsolujen ulkopuolelle jääneitä DNA-kappaleita, 
jotka ovat peräisin katkenneista tai yksittäisistä kromosomeista. Mikrotumien esiintyminen 
kertoo siis siitä, että soluissa on tapahtunut DNA-vaurioita. Mikrotumien ja suhteellisen 
solumäärän määrittämiseen käytettiin virtaussytometriamenetelmää.  Virtaussytometrian on 
havaittu olevan sopiva menetelmä mikrotumien ja suhteellisten solumäärien analysointiin 
(Bryce ym. 2007). Virtaussytometrin toiminta perustuu yksittäisten solujen virtaukseen 
valonlähteen ohi. Tämä tapahtuu imemällä yksisolususpensio näyteputkesta kapeaksi 
virtaukseksi, joka vaippanesteen avulla fokusoidaan hydrodynaamisesti kulkemaan 
lasersäteiden ohi. Lasersäteeseen osuessaan fluoresoiva yhdiste, joka on kiinnittynyt soluun, 
virittyy tietyllä aallonpituudella ja emittoi korkeammalla aallonpituusvälillä. Fluoresenssin ja 
valosironnan avulla saadaan tietoa solun koosta ja rakenteesta, jolloin mikrotumat pystytään 
määrittämään näytteestä.  
Määritystä varten solut värjättiin kahdesti. Ensin solut värjättiin EMA:lla (etidium 
monoatsidi), joka värjää valoaktivoinnin aikana kuolleiden ja kuolevien solujen tumat. EMA 
värjää siis tumat sellaisista soluista, joiden solukalvo on vaurioitunut. Terveiden solujen tumia 
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EMA ei värjää.  Ensimmäisen värjäyksen jälkeen solut pestiin ja Lyysis-puskurit hajottivat 
solujen solukalvot siten, että kaikki kromatiini purkautui soluista. Toisessa värjäyksessä 
käytettiin SYTOX greeniä, joka värjää kromatiinin. Näin ollen kuolleiden solujen tumat ovat 
värjäytyneet kahdesti ja terveiden solujen tumat vain kerran.  
Suhteellisen solumäärän selvittämiseksi näytteisiin lisättiin fluoresoivia helmiä (Peak Flow, 
Green Flow cytometry reference beads, 6 µm, Invitrogen Corporation, Yhdysvallat) ennen 
määritystä. Virtaussytometrian avulla laskettiin näytteen sisältämät fluoresoivat helmet ja 
niiden määrää verrattiin terveiden tumien määrään. Suhteellinen solumäärä saatiin selville 
vertaamalla tätä suhdetta kontrollien vastaavaan suhteeseen. Mitä enemmän näytteessä oli 
terveitä tumia suhteessa helmien määrään, sitä suurempi oli suhteellinen solumäärä. 
Altistuksen loputtua soluja inkuboitiin soluviljelyinkubaattorissa 72 h ajan, jotta solut ehtivät 
jakaantua ja mikrotumat muodostua.  Määritykset tehtiin 48-kuoppalevyillä ja jokaisia 
näytteitä oli kaksi rinnakkaista. Positiivisena kontrollina määrityksessä käytettiin 25 µg/ml 
metyylimetaanisulfonaattia (MMS), koska sen tiedetään aiheuttavan mikrotumia. MMS-
altistus kesti 3 h ja se tapahtui samaan aikaan, kuin menadionialtistus. 
Inkuboinnin päätyttyä medium imettiin kuopista pois ja kuoppalevyjä inkuboitiin jäiden 
päällä 20 minuutin ajan. Tämän jälkeen kuoppiin lisättiin 150 µl EMA-liuosta ja tehtiin 30 
minuutin valoaktivointi ilman kantta. Lamppu (Philips 60 W/ 240 V) oli 15 cm:n etäisyydellä 
kuoppalevyistä. Valoaktivoinnin päätyttyä medium imettiin pois kuopista ja kuopat pestiin 
kerran kylmällä (+4 °C) 500 µl FBS-PBS-liuoksella, jonka jälkeen kuoppiin pipetoitiin 
kylmää (+4 °C) 250 µl Lyysis 1-puskuria ja sekoitettiin varovasti. Kuoppalevyjä inkuboitiin 1 
h soluviljelyinkubaattorissa (+37 °C) valolta suojattuna, jonka jälkeen kuoppiin lisättiin 250 
µl huoneenlämpöistä (+20 °C) Lyysis 2-puskuria ja sekoitettiin varovasti. Lyysis 2 sisälsi 
suhteellisen elävyyden määrittämisessä tarvittavat fluoresoivat helmet. Kuoppalevyjä 
inkuboitiin 30 minuuttia huoneenlämmössä (+20 °C) valolta suojattuna. Tämän jälkeen 
näytteet siirrettiin pieniin putkiin ja säilytettiin +4 °C:ssa analyysia varten. Näytteet 
analysoitiin seuraavana päivänä virtaussytometrillä (Becton Dickinson FACSCalibur, 
Yhdysvallat), analysointiin käytettiin lisäksi Cell Quest Pro-ohjelman versiota 4.0.2. (BD 




4.5. TILASTOLLISET MENETELMÄT 
 
Tilastolliset analyysit tehtiin GraphPad Prism-ohjelman versiolla 5.03 ja tilastollisesti 
merkitseviksi katsottiin tulokset, joiden p-arvo oli alle 0,05. Tulosten tilastollisen 
merkitsevyyden analysointiin käytettiin yksisuuntaista varianssianalyysia (oneway ANOVA, 
repeated measures) ja Tukeyn post hoc-testiä. Analyysissa muuttujina olivat 
menadionipitoisuus sekä antioksidantti- ja magneettikenttäaltistukset. Lisäksi testattiin 





















Magneettikenttäaltistus lisää tilastollisesti merkitsevästi happiradikaalituotantoa soluissa, joita 
ei ole altistettu NAC:lle, kun otetaan huomioon kaikki menadionin pitoisuudet (p < 0,05) 
(Kuva 10.). Solujen altistaminen pelkälle magneettikentälle ei lisää happiradikaalituotantoa 
tilastollisesti merkitsevästi. NAC:lle altistetuissa soluissa magneettikenttäaltistus ei lisää 
tilastollisesti merkitsevästi happiradikaalituotantoa verrattuna sham-altistukseen. NAC-
altistus ei vaikuta tilastollisesti merkitsevästi sham- ja magneettikenttäaltistettujen solujen 
happiradikaalituotantoon. Menadioni laskee happiradikaalituotantoa annosvasteisesti, mutta 
tämä ei ole tilastollisesti merkitsevää. Pelkälle positiiviselle kontrollille, DEM:lle, altistetuissa 
soluissa happiradikaalituotanto (RFU = 2811 ± 185) on samaa luokkaa kuin kontrollisoluissa. 
Myös DEM:lle ja magneettikentälle altistetuissa soluissa happiradikaalituotanto (RFU = 3285 
























Kuva 10. Happiradikaalituotanto mitattuna välittömästi menadionialtistuksen jälkeen. Solut 
altistettiin ensin 1 h NAC:lle, sitten 24 h magneettikentälle ja NAC:lle ja tämän jälkeen 3 h 
pelkälle menadionille. Sham (ei magneettikenttäaltistusta), MF (magneettikenttäaltistus), - 
NAC (ei N-asetyyli-L-kysteiini-lisäystä) ja + NAC (2 mM N-asetyyli-L-kysteiini-lisäys). 
Lasketut keskiarvot ja keskiarvon keskivirhe (SEM) on esitetty suhteellisina 
fluoresenssiyksikköinä (RFU), n = 3. Magneettikenttäaltistus lisää happiradikaalituotantoa 
tilastollisesti merkitsevästi soluissa, joita ei ole altistettu NAC:lle, kun huomioidaan kaikki 
menadionin pitoisuudet (p < 0,05).  
 
NAC-altistus vähentää tilastollisesti merkitsevästi happiradikaalituotantoa sekä sham- (p < 
0,01) että magneettikenttäaltistetuissa soluissa (p < 0,01, Kuva 11.). Magneettikenttäaltistus, 
verrattuna sham-altistukseen, ei lisää tilastollisesti merkitsevästi happiradikaalituotantoa 

















Kuva 11. Happiradikaalituotanto mitattuna välittömästi magneettikenttäaltistuksen jälkeen. 
Solut altistettiin ensin 1 h NAC:lle ja sitten 24 h magneettikentälle ja NAC:lle. Sham (ei 
magneettikenttäaltistusta) ja MF (magneettikenttäaltistus). Lasketut keskiarvot ja keskiarvojen 
keskivirhe (SEM) on esitetty suhteellisina fluoresenssiyksikköinä (RFU), n = 3. NAC-altistus 
laskee tilastollisesti merkittävästi sham-altistuksen (p < 0,01) ja magneettikenttäaltistuksen 
aiheuttamaa happiradikaalituotantoa (p < 0,01).  
 
Solujen elävyyksissä ei ole menadionialtistuksen jälkeen tilastollisesti merkitseviä eroja ja 
elävyys on yli 90 % kaikilla pitoisuuksilla (Kuva 12.). Magneettikenttä- tai NAC-altistus ei 
vaikuta tilastollisesti merkitsevästi solujen elävyyteen. Myös positiiviselle kontrollille, 
DEM:lle, altistetuissa soluissa elävyys on yli 90 %; pelkälle DEM:lle altistetuissa soluissa 
elävyys on 97 ± 0,3 % ja DEM:lle sekä magneettikentälle altistetuissa soluissa 95 ± 0,2 %. 





















Kuva 12. Solujen elävyys mitattuna välitömästi menadionialtistuksen jälkeen. Solut altistettiin 
ensin 1 h NAC:lle, sitten 24 h magneettikentälle ja NAC:lle ja tämän jälkeen 3 h pelkälle 
menadionille.  Sham (ei magneettikenttäaltistusta), MF (magneettikenttäaltistus), - NAC (ei 
N-asetyyli-L-kysteiini-lisäystä) ja + NAC (2 mM N-asetyyli-L-kysteiini-lisäys). Lasketut 
keskiarvot ja keskiarvon keskivirhe (SEM) on esitetty prosentteina (%), n = 3. 
 
Magneettikenttäaltistuksen jälkeen solujen elävyys on noin 90 % sekä shamille että 
magneettikentälle altistetuissa soluissa (Kuva 13.). Myös NAC:lle altistetuissa soluissa 
elävyys on noin 90 % sekä sham- että magneettikenttäaltistetuissa soluissa. Ryhmien välillä ei 















































Kuva 13. Solujen elävyys mitattuna välittömästi magneettikenttäaltistuksen jälkeen. Solut 
altistettiin ensin 1 h NAC:lle ja sitten 24 h magneettikentälle ja NAC:lle. Sham (ei 
magneettikenttäaltistusta) ja MF (magneettikenttäaltistus). Lasketut keskiarvot ja keskiarvon 
keskivirhe (SEM) on esitetty prosentteina (%), n = 3. 
 
Solujen altistaminen 20 µM menadionille lisää mitokondrionaalista superoksidituotantoa 
tilastollisesti merkitsevästi verrattuna kontrolliin (p < 0,001, Kuva 14.). Myös Mito-
TEMPO:lle altistetuissa soluissa 20 µM menadioni lisää superoksidituotantoa tilastollisesti 
merkitsevästi (p < 0,001). Mitokondrionaalinen superoksidituotanto on suurin piirtein 
samansuuruista 0 ja 1 µM menadionille altistetuissa soluissa. Magneettikenttä- tai Mito-




















Kuva 14. Mitokondrionaalinen superoksidituotanto mitattuna välittömästi 
menadionialtistuksen jälkeen. Solut altistettiin ensin 1 h Mito-TEMPO:lle, sitten 24 h 
magneettikentälle ja Mito-TEMPO:lle ja tämän jälkeen 3 h pelkälle menadionille.  Sham (ei 
magneettikenttäaltistusta), MF (magneettikenttäaltistus), - M-T (ei Mito-TEMPO-lisäystä) ja 
+ M-T (10 µM Mito-TEMPO-lisäys). Lasketut keskiarvot ja keskiarvon keskivirhe (SEM) on 
esitetty suhteellisina fluoresenssiyksikköinä (RFU), n = 3. 20 µM menadioni lisää 
tilastollisesti merkitsevästi mitokondrionaalista superoksidituotantoa verrattuna 0 µM 
menadionille altistettuihin soluihin sekä Mito-TEMPO:lle altistetuissa soluissa (p < 0,001) 
että soluissa, joita ei ole altistettu Mito-TEMPO:lle (p < 0,001). 
 
Välittömästi altistuksen jälkeen mitattuna magneettikenttäaltistus ei vaikuta tilastollisesti 
merkitsevästi mitokondrionaaliseen superoksidituotantoon verrattuna sham-altistettuihin 
soluihin (Kuva 15.). Myös Mito-TEMPO:lle altistetuissa soluissa mitokondrionaalinen 
superoksidituotanto on samaa luokkaa sham- ja magneettikenttäaltistetuissa soluissa. 
Ryhmien välillä ei siis ole tilastollisesti merkitseviä eroja, eikä Mito-TEMPO vaikuta 
tilastollisesti merkitsevästi mitokondrionaaliseen superoksidituotantoon.  Alkoholille 
altistetuissa soluissa magneettikenttäaltistus ei lisää tilastollisesti merkitsevästi 
mitokondrionaalista superoksidituotantoa verrattuna sham-altistettuihin soluihin (Kuva 16.). 
Alkoholikontrolleja käytettiin sen vuoksi, että Mito-TEMPO:n valmistuksessa käytetään 















Kuva 15. Mitokondrionaalinen superoksidituotanto mitattuna välittömästi 
magneettikenttäaltistuksen jälkeen. Solut altistettiin ensin 1 h ajan Mito-TEMPO:lle ja sitten 
24 h magneettikentälle ja Mito-TEMPO:lle. Sham (ei magneettikenttäaltistusta) ja MF 
(magneettikenttäaltistus). Lasketut keskiarvot ja keskiarvon keskivirhe (SEM) on esitetty 







Sham + 1% EtOH





Kuva 16. Mitokondrionaalinen superoksidituotanto mitattuna välittömästi 
magneettikenttäaltistuksen jälkeen. Solut altistettiin ensin 1 h ajan 1 % EtOH:lle ja sitten 24 h 
magneettikentälle ja EtOH:lle. Sham (ei magneettikenttäaltistusta), MF 
(magneettikenttäaltistus) ja EtOH (etyylialkoholi). EtOH:ia käytettiin, koska Mito-TEMPO:n 
valmistuksessa käytetään sitä. Lasketut keskiarvot ja keskiarvon keskivirhe (SEM) on esitetty 





Magneettikenttäaltistus ei vaikuta tilastollisesti merkitsevästi mikrotumien määrään soluissa, 
joita ei ole altistettu NAC:lle eikä soluissa, jotka on altistettu NAC:lle (Kuva 17.). 1 µM 
menadioni ei myöskään vaikuta mikrotumien määrään soluissa, joita ei ole altistettu NAC:lle 
eikä NAC:lle altistetuissa soluissa. NAC-altistus ei vaikuta tilastollisesti merkitsevästi 
mikrotumien määrään. Ryhmien välillä ei siis ole tilastollisesti merkitseviä eroja ja 
mikrotumien määrä on kaikissa ryhmissä alle 0,08 %. Positiivinen kontrolli MMS lisäsi 
mikrotumien määrää verrattuna kontrolliin. Pelkälle MMS:lle altistetuissa soluissa 
mikrotumia on 0,40 ± 0,02 % ja MMS:lle sekä magneettikentälle altistetuissa soluissa 0,42 ± 
0,03 %. 
 





















Kuva 17. Mikrotumien määrä 72 h menadionialtistuksen päättymisen jälkeen. Solut altistettiin 
ensin 1 h NAC:lle, sitten 24 h magneettikentälle ja NAC:lle ja tämän jälkeen 3 h pelkälle 
menadionille. Sham (ei magneettikenttäaltistusta), MF (magneettikenttäaltistus), - NAC (ei N-
asetyyli-L-kysteiini-lisäystä) ja + NAC (2 mM N-asetyyli-L-kysteiini-lisäys). Lasketut 








Mikrotumien määrä on korkea soluissa, jotka on altistettu 20 µM menadionille, mutta ei 
NAC:lle (Kuva 18.). Lisäys ei kuitenkaan ole tilastollisesti merkitsevä. NAC:lle altistetuissa 
soluissa mikrotumien määrä on pienempi, kuin soluissa, joita ei ole altistettu NAC:lle, mutta 
määrä ei tilastollisesti merkitsevästi pienempi. NAC:lle ja magneettikentälle altistetuissa 
soluissa mikrotumia on 0,26 % ja pelkälle NAC:lle altistetuissa soluissa 0,29 %. 
Magneettikenttäaltistus ei vaikuta tilastollisesti merkitsevästi mikrotumien määrään soluissa, 


























Kuva 18. Mikrotumien määrä 72 h menadionialtistuksen (20 µM) päättymisen jälkeen. Solut 
altistettiin ensin 1 h NAC:lle, sitten 24 h magneettikentälle ja NAC:lle ja tämän jälkeen 3 h 
pelkälle menadionille. Sham (ei magneettikenttäaltistusta) ja MF (magneettikenttäaltistus). 
Lasketut keskiarvot ja keskiarvon keskivirhe (SEM) on esitetty prosentteina (%), n = 3. 
 
Magneettikenttäaltistus ei vaikuta suhteelliseen solumäärään tilastollisesti merkitsevästi 
soluissa, joita ei ole altistettu NAC:lle eikä soluissa, jotka on altistettu NAC:lle (Kuva 19.). 
Suhteellinen solumäärä on alhainen 20 µM menadionille altistetuissa soluissa ja jää alle 
määritysrajan, joka on 40 %. Suhteellinen solumäärä soluissa, joita ei ole altistettu 
magneettikentälle on 1,16 % ja magneettikentälle altistetuissa soluissa 0,55 %. NAC-altistus 
lisää suhteellista solumäärää tilastollisesti merkitsevästi sekä magneettikentälle altistetuissa 
soluissa (p < 0,001) että soluissa, joita ei ole altistettu magneettikentälle (p < 0,001), kun 
huomioidaan kaikki menadionin pitoisuudet. Suhteellinen solumäärä on korkea 1 µM 
menadionille ja NAC:lle altistetuissa soluissa. Positiivinen kontrolli lisäsi solujen suhteellista 
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elävyyttä verrattuna kontrolliin, mutta ei tilastollisesti merkitsevästi. Pelkälle MMS:lle 
altistetuissa soluissa suhteellinen elävyys on 179 ± 60,3 % ja MMS:lle sekä magneettikentälle 
altistetuissa soluissa 135 ± 46,4 %.  
 





































Kuva 19. Suhteellinen solumäärä 72 h menadionialtistuksen päättymisen jälkeen. Solut 
altistettiin ensin 1 h NAC:lle, sitten 24 h magneettikentälle ja NAC:lle ja tämän jälkeen 3 h 
pelkälle menadionille. Sham (ei magneettikenttäaltistusta), MF (magneettikenttäaltistus), - 
NAC (ei N-asetyyli-L-kysteiini-lisäystä) ja + NAC (2 mM N-asetyyli-L-kysteiini-lisäys). 
Lasketut keskiarvot ja keskiarvon keskivirhe (SEM) on esitetty prosentteina (%), n = 3. NAC-
altistus lisää solujen suhteellista solumäärää tilastollisesti merkitsevästi sekä 
magneettikentälle altistetuissa soluissa (p < 0,001) että soluissa, joita ei ole altistettu 
magneettikentälle (p < 0,001), kun huomioidaan kaikki menadionin pitoisuudet. 
 
Magneettikenttäaltistus ei vaikuta tilastollisesti merkitsevästi mikrotumien määrään soluissa, 
joita ei ole altistettu Mito-TEMPO:lle eikä Mito-TEMPO:lle altistetuissa soluissa (Kuva 20.). 
Mito-TEMPO- altistus ja 1 µM menadioni eivät myöskään vaikuta tilastollisesti merkitsevästi 
mikrotumien määrään, joten ryhmien välillä ei ole tilastollisesti merkitseviä eroja ja 
mikrotumien määrä on alle 0,10 % kaikissa ryhmissä. Kontrolliryhmässä hajonta on pieni, 























Kuva 20. Mikrotumien määrä prosentteina 72 h menadionialtistuksen (0 ja 1 µM) päättymisen 
jälkeen. Solut altistettiin ensin 1 h Mito-TEMPO:lle, sitten 24 h magneettikentälle ja Mito-
TEMPO:lle ja tämän jälkeen 3 h pelkälle menadionille. Sham (ei magneettikenttäaltistusta), 
MF (magneettikenttäaltistus), - M-T (ei Mito-TEMPO-lisäystä) ja + M-T (10 µM Mito-
TEMPO-lisäys). Lasketut keskiarvot ja keskiarvon keskivirhe (SEM) on esitetty prosentteina 
(%), n = 3. 
 
Mikrotumien määrä on korkea 20 µM menadionille altistetuissa soluissa, mutta ero ei ole 
tilastollisesti merkitsevä verrattuna 0 ja 1 µM menadionille altistettuihin soluihin (Kuva 21). 
Sham- ja magneettikenttäaltistusten välillä ei ole tilastollisesti merkitseviä eroja soluissa, 
joille ei ole tehty Mito-TEMPO-altistusta eikä soluissa, joille Mito-TEMPO-altistus on tehty. 
























Kuva 21. Mikrotumien määrä prosentteina 72 h menadionialtistuksen (20 µM) päättymisen 
jälkeen. Solut altistettiin ensin 1 h Mito-TEMPO:lle, sitten 24 h magneettikentälle ja Mito-
TEMPO:lle ja tämän jälkeen 3 h pelkälle menadionille. Sham (ei magneettikenttäaltistusta), 
MF (magneettikenttäaltistus), - M-T (ei Mito-TEMPO-lisäystä) ja + M-T (10 µM Mito-
TEMPO-lisäys). Lasketut keskiarvot ja keskiarvon keskivirhe (SEM) on esitetty prosentteina 
(%), n = 3. 
 
Alkoholille altistetuissa soluissa magneettikenttäaltistus ei vaikuta tilastollisesti merkisevästi 
mikrotumien määrään verrattuna sham-altistukseen (Kuva 22.). Mikrotumien määrä on noin 










Sham + 1% EtOH











Kuva 22. Mikrotumien määrä prosentteina 72 h altistuksen päättymisen jälkeen. Solut 
altistettiin ensin 1 h 1 % EtOH:lle, sitten 24 h magneettikentälle ja EtOH:lle, jonka jälkeen 
niitä inkuboitiin 3 h (menadionialtistuksen ajan). Sham (ei magneettikenttäaltistusta), MF 
(magneettikenttäaltistus) ja EtOH (etyylialkoholi) Lasketut keskiarvot ja keskiarvon 
keskivirhe (SEM) on esitetty prosentteina (%), n = 3. 
 
Magneettikenttäaltistus ei vaikuta suhteelliseen solumäärään tilastollisesti merkitsevästi 
soluissa, joita ei ole altistettu Mito-TEMPO:lle eikä soluissa, joille on tehty Mito-TEMPO-
altistus (Kuva 23.). 20 µM menadionille laskee suhteellista solumäärää tilastollisesti 
merkitsevästi sekä soluissa, joita ei ole altistettu Mito-TEMPO:lle (p < 0,001) että Mito-
TEMPO:lle altistetuissa soluissa (p < 0,001) Solumäärä jää kaikissa 20 µM menadionille 
altistetuissa ryhmissä noin 10 %:iin, joka on alle määritysrajan (40 %). Mito-TEMPO:lle 
altistetuissa soluissa suhteellinen solumäärä on alhaisempi kuin soluissa, joita ei ole altistettu 
Mito-TEMPO:lle, mutta ero ei ole tilastollisesti merkitsevä. 1 µM menadioni ei vaikuta 
tilastollisesti merkitsevästi suhteelliseen solumäärään, verrattuna 0 µM menadionille 











































Kuva 23. Suhteellinen solumäärä 72 h menadionialtistuksen päättymisen jälkeen. Solut 
altistettiin ensin 1 h Mito-TEMPO:lle, sitten 24 h magneettikentälle ja Mito-TEMPO:lle ja 
tämän jälkeen 3 h pelkälle menadionille. Sham (ei magneettikenttäaltistusta), MF 
(magneettikenttäaltistus), - M-T (ei Mito-TEMPO-lisäystä) ja + M-T (10 µM Mito-TEMPO-
lisäys). Lasketut keskiarvot ja keskiarvon keskivirhe (SEM) on esitetty prosentteina (%), n = 
3. 20 µM menadioni laskee suhteellista solumäärää tilastollisesti merkitsevästi sekä soluissa, 
joita ei ole altistettu menadionille (p < 0,001) että Mito-TEMPO:lle altistetuissa soluissa (p < 
0,001). 
 
Alkoholialtistus ei vaikuta tilastollisesti merkitsevästi suhteelliseen solumäärään (Kuva 24.). 
Myöskään magneettikenttäaltistus ei lisää suhteellista solumäärää tilastollisesti merkitsevästi 











Sham + 1% EtOH




























Kuva 24. Suhteellinen solumäärä prosentteina 72 tuntia altistuksen päättymisen jälkeen. Solut 
altistettiin ensin 1 h 1 % EtOH:lle, sitten 24 h magneettikentälle ja EtOH:lle, jonka jälkeen 
niitä inkuboitiin 3 h (menadionialtistuksen ajan). Sham (ei magneettikenttäaltistusta), MF 
(magneettikenttäaltistus) ja EtOH (etyylialkoholi). Lasketut keskiarvot ja keskiarvon 

















6. TULOSTEN TARKASTELU 
 
Magneettikenttäaltistuksen havaittiin lisäävän happiradikaalituotantoa soluissa, joita ei 
altistettu NAC:lle, kun huomioitiin kaikki menadionin pitoisuudet. Pelkkä 
magneettikenttäaltistus ei nostanut happiradikaalituotantoa tilastollisesti merkitsevästi (Kuva 
10.). Menadionialtistuksen jälkeen mitattuna NAC-altistuksella ei havaittu olevan 
tilastollisesti merkitsevää vaikutusta solujen happiradikaalituotantoon. Tähän voi olla syynä 
se, että 3 h inkuboinnin tai menadionialtistuksen aikana happiradikaalituotanto nousee sen 
verran, että NAC:n suojaava vaikutus ei enää riitä estämään happiradikaalituotannon kasvua. 
Välittömästi magneettikenttäaltistuksen jälkeen mitattuna NAC-altistuksen havaittiin 
vähentävän happiradikaalituotantoa saman verran sham- ja magneettikenttäaltistetuissa 
soluissa. Happiradikaalituotanto voi vähentyä myös sen vuoksi, että magneettikenttäaltistus 
aktivoi solujen antioksidatiivisia järjestelmiä, kuten Emre ym. (2011) ja Sulpizio ym. (2011) 
havaitsivat tutkimuksissaan. Polaniak ym. (2010) havaitsivat tutkimuksessaan, että 
magneettikenttäaltistus stimuloi solujen entsymaattisia antioksidantteja, mikä vahvistaa 
soluihin lisätyn E-vitamiinin ominaisuuksia antioksidanttina. 
Tässä tutkimuksessa saadut tulokset ovat osittain samanlaisia kuin aikaisemmissa 
tutkimuksissa. Falone ym. (2007) havaitsivat tutkimuksessaan magneettikenttäaltistuksen 
lisäävän happiradikaalituotantoa yhdessä vetyperoksidin kanssa ja NAC-altistuksen 
puolestaan vähentävän sitä. Falonen ym. (2007) tutkimuksessa NAC:n ei havaittu vaikuttavan 
kontrollisolujen happiradikaalituotantoon. Koeasetelma on kuitenkin erilainen Falonen ym. 
(2007) tutkimuksessa verrattuna tähän tutkimukseen, sillä he altistivat soluja ensin 96 tuntia 
magneettikentälle ja sitten 1 tunnin ajan sekä vetyperoksidille että 10 mM NAC:lle. 
Mannerlingin ym. (2010) tutkimuksessa koeasetelma on lähempänä tässä tutkimuksessa 
käytettyä. Tutkimuksessa (Mannerling ym. 2010) soluja altistettiin ensin 1 tunnin ajan 1,5 µM 
melatoniinille tai 1,0 mM fenantroliinille ja sitten 1 tunnin ajan magneettikentälle. 
Magneettikenttäaltistuksen havaittiin lisäävän happiradikaalituotantoa ja 
antioksidanttialtistusten pienentävän sitä (Mannerling ym. 2010).  
Happiradikaalituotannon havaittiin pienenevän lähes annosvasteisesti menadionille 
altistetuissa soluissa, mutta ei kuitenkaan tilastollisesti merkitsevästi. Myös Luukkonen ym. 
(2014) havaitsivat tutkimuksessaan saman ilmiön. Tämä voi olla merkki siitä, että DCF ei ole 
sopiva menetelmä happiradikaalituotannon mittaamiseen, kun käytetään menadionia. 
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Menadioni lisää soluissa superoksidien määrää, joita DCF-menetelmällä ei pystytä 
määrittämään (Halliwell ja Gutteridge 2007). Menadioni ei siis lisää merkittävästi sellaisten 
happiradikaalien määrää, joiden määritykseen DCF on sopiva menetelmä. Tästä voi seurata 
se, että NAC:n todellista vaikutusta happiradikaalituotantoon ei saatu selvitettyä. Tässä 
tutkimuksessa happiradikaalituotannon mittauksessa käytetty positiivinen kontrolli, DEM, ei 
toiminut, toisin kuin Luukkosen ym. (2014) tutkimuksessa.  
Solujen altistaminen 20 µM menadionille nosti huomattavasti mikrotumien määrää verrattuna 
0 ja 1 µM menadionille altistettuihin soluihin. Suhteellinen solumäärä jäi kuitenkin alle 
määritysrajan 20 µM menadionille altistetuissa soluissa, mikä heikentää merkittävästi tulosten 
luotettavuutta. 0 ja 1 µM menadionille altistetuissa ryhmissä ei ollut juurikaan eroja 
mikrotumien määrässä, mikä voi johtua siitä, että magneettikenttäaltistus ja menadionin 
matala pitoisuus aktivoivat solujen antioksidatiivisia järjestelmiä. Magneettikenttäaltistuksen 
ei havaittu vaikuttavan tilastollisesti merkitsevästi mikrotumien määrään, joskin 20 µM 
menadionille altistetuissa soluissa magneettikenttäaltistus nosti mikrotumien määrää 
verrattuna sham-altistettuihin soluihin. Myös Luukkonen ym. (2011) havaitsivat 
tutkimuksessaan mikrotumien määrän nousevan vasta 20 µM annoksella ja suhteellisen 
solumäärän jäävän tällöin alle määritysrajan.  NAC:n havaittiin pienentävän mikrotumien 
määrää 20 µM menadionille altistetuissa soluissa ja lisäävän suhteellista solumäärää niin, että 
se oli yli 100 %. NAC:n havaittiin myös lisäävän suhteellista solumäärää huomattavasti 0 ja 1 
µM menadionille altistetuissa soluissa siten, että se oli jopa 300 %. Mito-TEMPO:n ei 
havaittu vaikuttavan mikrotumien muodostumiseen tai suhteelliseen solumäärään millään 
menadionin pitoisuudella. Eli toisin kuin NAC, 20 µM menadionille altistetuissa soluissa 
Mito-TEMPO ei vaikuttanut mikrotumien määrään, ja suhteellinen solumäärä jäi alle 
määritysrajan. Tulosten perusteella näyttää siltä, että käytetyistä antioksidanteista NAC suojaa 
soluja paremmin mikrotumien muodostumista vastaan. 
Aikaisempaa tutkimustietoa Mito-TEMPO:n vaikutuksesta mikrotumien muodostumiseen ei 
ole. NAC:n vaikutuksista mikrotumien muodostumiseen on tehty tutkimuksia, mutta NAC:n 
ja magneettikentän yhteisvaikutuksista tutkimustietoa ei ole. NAC:n on havaittu esimerkiksi 
vähentävän γ-säteilyn (Tiwari ym. 2009) ja tetraklorobentsokinonin (TCBQ) (Dong ym. 
2014) aiheuttamien mikrotumien muodostumista. Tiwari ym. (2009) altistivat ihmisen 
lymfosyytteja ensin 30 min NAC:lle (100 ja 300 µM) ja sitten γ-säteilylle (2 ja 4 Gy). Dong 
ym. (2014) puolestaan altistivat ihmisen hepatoomasoluja (HepG2) ensin 1 h ajan NAC:lle (5 
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mM) ja sitten 24 h TCBQ:lle. (0-25 µM). NAC-altistus ennen solujen altistamista jollekin 
genotoksiselle altisteelle näyttää siis vähentävän soluissa tapahtuvia DNA-vaurioita.   
NAC:n ja Mito-TEMPO:n vaikutus kokeissa oli odotettua heikompi. Mitokondrionaalisen 
superoksidituotannon tulokset viittaavat siihen, että Mito-TEMPO oli kulunut soluista 
loppuun altistuksen aikana, ennen määritysten tekoa, sillä Mito-TEMPO:lla ei havaittu olevan 
vaikutusta mitokondrionaaliseen superoksidituotantoon. Myös mikrotumatulokset tukevat 
sitä, että Mito-TEMPO:a ei ollut soluissa enää määrityksiä tehdessä. MitoSOX-menetelmä voi 
siis olla sopiva mitokondrionaalisen superoksidituotannon mittaamiseen, mutta Mito-
TEMPO:n vaikutusten näkymättä jääminen saattoi johtui siitä, että soluissa ei ollut enää Mito-
TEMPO:a jäljellä. Koeasetelmaa täytyy todennäköisesti muuttaa, jotta NAC:n ja Mito-
TEMPO:n vaikutukset saataisiin näkymään paremmin. NAC:n osalta olisi mahdollisesti 
käytettävä jotakin muuta menetelmää happiradikaalituotannon mittaamiseen kuin DCF:aa. 
Mito-TEMPO:sta on todennäköisesti käytettävä suurempaa pitoisuutta kuin nyt käytettiin, 
sillä sen vaikutuksia ei saatu näkymään. Voidaan myös pohtia sitä, että täytyisikö 
antioksidanttialtistus aloittaa aiemmin kuin 1 h ennen magneettikenttäaltistusta, jotta se ehtisi 
vaikuttaa soluissa tarpeeksi. Toisaalta, jos antioksidanttialtistus aloitetaan aiemmin, 
käytettyjen pitoisuuksien olisi oltava todennäköisesti vielä suuremmat kuin 1 h altistuksessa, 
jotta antioksidantteja olisi soluissa vielä määrityshetkellä. Tarvitaan siis jatkotutkimuksia, 
jotta pystytään selvittämään voidaanko antioksidanteilla estää hyvin pienitaajuisen 





Käytetyt menetelmät, varsinkaan DCF, eivät toimineet odotetulla tavalla, joten ne saattavat 
vaikuttaa saatuihin tuloksiin, kuten edellä on pohdittu. Positiivinen kontrolli, DEM, ei 
toiminut kuten odotettiin. Suhteellinen solumäärä NAC:lle altistetuissa soluissa oli suuri, jopa 
300 %. Tähän voi olla selityksenä se, että solumäärä on vaihdellut näytteiden välillä. 
Soluviljely, liuosten tekeminen ja pipetointi ovat tarkkuutta vaativia, joten pienikin virhe voi 
näkyä tuloksissa. Kaiken kaikkiaan kokeet sujuivat kuitenkin hyvin, joten tuloksia voidaan 






Magneettikenttäaltistuksen havaittiin lisäävän soluissa tapahtuvaa happiradikaalituotantoa 
yhdessä menadionin kanssa, mikä on samansuuntainen tulos kuin aikaisemmissakin 
tutkimuksissa. Tämä viittaa siihen, että happiradikaalituotanto näyttäisi liittyvän 50 Hz 
magneettikentän aiheuttamiin solutason vaikutuksiin. Käytetyistä antioksidanteista 
yleisantioksidantti NAC oli tehokkaampi kuin spesifisempi Mito-TEMPO, mutta niiden 
vaikutus oli odotettua heikompi. Tähän saattoi kuitenkin vaikuttaa koeasetelma, sillä 
esimerkiksi Mito-TEMPO oli saattanut kulua soluista loppuun jo ennen määritysten tekoa, 
jolloin sen vaikutuksia ei saatu näkyviin. Tulokset antavat kuitenkin viitteitä siitä, että 
antioksidanttialtistuksella pystytään mahdollisesti vähentämään magneettikenttäaltistuksen 
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LIITE 1. KEMIKAALIT JA LIUOKSET 
 
Kemikaalit: 
DEM = Maleic Acid Diethyl Ester (Sigma Chemical Corporation., Yhdysvallat) 
DCF = Dikloorihydrofluoreskiini diasetaatti (Invitrogen Corporation/ Molecular Probes, 
Yhdysvallat) 
DHE = Dihydroksietidium ( Biochemika/ Sigma-Aldrich, Yhdysvallat/ Saksa) 
Digitoniini (Sigma-Aldrichm Yhdysvalla/ Saksa) 
DMEM = Dulbecco´s Modified Eagle Medium (Gibco, Invitrogen Corporation, Yhdysvallat) 
DMSO = Dimetyylisulfoksidi ( Sigma Chemicals, Iso-Britannia/ Yhdysvallat/ Saksa) 
EDTA = Etyleenidiamiinitetraetikkahappo (Merck KGaA, Saksa) 
EMA = Etidium monoatsidi (Invitrogen Corporation/ Molecular Probes, Yhdysvallat) 
ETAX Aa = Absoloitu etanoli (99,5 paino-%) (Altia Oyj, Suomi) 
Fluerosoivat helmet = Peak Flow, Green Flow cytometry reference beads, 6 µm (Invitrogen 
Corporation, Yhdysvallat) 
EtOH = Etyylialkoholi (Altia Corporation, Suomi) 
Eriphenol Erisan erifenol combi (Orion yhtymä oyj NOIRO, Suomi) 
FBS = Fetal Bovine Serum = Fetaali vasikan seerumi (Gibco, Invitrogen Corporation, Iso-
Britannia) 
Igepal (Sigma Chemical, Yhdysvallat/ Saksa) 
Menadioni (Sigma Chemical, Yhdysvallat/ Sigma-Aldrich, Belgia) 
Mito-TEMPO = (2-(2,2,6,6-Tetrametyylipiperidiini-1-oksyl-4-ylamino)-2-
oksoetyyli)trifenyylilfosfonium kloridi monohydraattia (Santa Cruz Biotechnology, 
Yhdysvallat) 
MitoSOX = MitoSOX Red mitochondrial superoxide indicator (Invitrogen/ Molecular Probes, 
Yhdysvallat) 
MMS = metyylimetaanisulfonaatti (Sigma-Aldrich, Yhdysvallat/ Saksa) 
NAC = N-Asetyyli-L-kysteiini ( Sigma-Aldrich, Yhdysvallat) 




NaHCO3 (Riedel-de Haën, Saksa) 
Na2HPO4 (Merck KGaA, Saksa) 
Natrimsitraatti (Riedel-de Haën, Saksa) 
Penisilliinistreptomysiiniliuos = 5000 U/ml penisilliiniä ja 5000 µg/ml streptomysiiniä 
(Gibco, Invitrogen Corporation, Kanada) 
PI = Propidiumjodidi (Molecular Probes, Yhdysvallat/ Molecular Probes Europe, 
Alankomaat) 
RNase A = Ribonukleaasi A (Sigma Aldrich, USA) 
Sitruunahappo = trikarboksyylhappo (Riedel-de Haën, Saksa) 
Sukroosi (MP Biomedicals, Yhdysvallat/ Saksa) 
Sytox Green (Invitrogen Corporation/ Molecular Probes, Yhdysvallat) 
TEMPO = (2,2,6,6-Tetrametyylipiperidiini-1-yl)oksy (Santa Cruz Biotechnology, 
Yhdysvallat) 
Tris-HCl = Trizma Hydrochloride (Sigma Chemical, Yhdysvallat/ Saksa) 
 
Liuokset: 
DCF-kantaliuos (5 mM) DMSO:ssa: Liuotetaan 14,6 mg DCF:aa 14,6 ml:n DMSO:ta. Jaetaan 
120 µl:n eriin eppendorf-putkiin ja lisätään suojakaasu N2. Kääritään parafilmi ympärille ja 
laitetaan foliooon ja silikageelillä varustettuun purkkiin. Säilytys -20⁰C. 
DCF-HBSS: 240 µl 5 mM DCF-kantaliuos + 35 ml HBSS 
DHE-kantaliuos (10 mM )DMSO:ssa: Liuotetaan 25 mg DHE:ta 7,926 ml:n DMSO:ta. 
Jaetaan 100 µL eriin eppendorf-putkiin ja lisätään suojakaasu N2. Säilytys -20⁰C. 
DHE-HBSS: 20 µl 10 mM DHE-kantaliuosta + 20 ml HBSS 
Digitoniini-kantaliuos (4 mM) MilliQ-vedessä: Tehdään ensin 40 mM kantaliuos. Digitoniinia 
liuotetaan 49,17 mg/ml +95⁰C MilliQ-veteen 15 minuutin ajan lämpöblokissa. 40 mM kanta-
liuos laimennetaan eppendorf-putkiin suhteessa 1:10 MilliQ-vedellä. Säilytys +4⁰C. 
EMA-kantaliuos 850 μg/ml: 5 mg EMA + 5,882 ml EtOH 
EMA-liuos: 8 ml PBS + FBS –puskuri + 80 μl EMA-kantaliuos  
HBSS: Hank´s Balanced Salt Solution (5 mM KCl, 0,5 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 3,8 mM 
NaH2PO4, 2,9 mM NaHCO3) pH 7,0-7,4: 900 ml:aan MilliQ-vettä liuotetaan 0,4 g KCL, 0,06 




tarkistetaan ja lisätään MilliQ-vettä lopputilavuuteen 1000 ml asti. Valmis liuos 
streriilisuodatetaan membraanisuodattimella (Millipore 0,22 µm) steriiliin säiliöpulloon. 
Irrotusliuos (0,02 % EDTA PBS:ssa): 180 ml PBS+ 0,04 g EDTA. Liuos steriloidaan 
autoklaavissa. 
Kasvatusliuos: 500 ml DMEM (glukoosia 4,5 g/l)+ 50 ml 10 % inaktivoitu FBS + 5 ml 
penisilliinisteptomysiini-liuosta. Inaktivoitu FBS ja penisilliinstreptomysiini-liuos 
(molempien säilytys -20⁰C) lisätään juuri ennen käyttöä valmiiksi jaotelluissa erissä. 
Mito-TEMPO- kantaliuos (0,1 M) etanolissa: 5 mg Mito-Tempo + 94,7 µl absoluuttinen 
etanoli. Säilytys -20⁰C. 
Mito-Sox-kantaliuos (1 mM) DMSO:ssa: 50 µg Mito-Sox + 65,8 µl DMSO. Jaetaan sopiviin 
eriin. Säilytys -20⁰C max. 2 viikkoa. 
PBS + FBS (2 %) -puskuri 
1 ml FBS + 49 ml PBS 
Lyysis 1-kantaliuos: 0,584 mg NaCl/ml + 1 mg Natriumsitraatti/ml +0,3 μl Igepal/ml + 0,5 
mg RNase A/ml + 0,4 μM Sytox green. Tee tislattuun veteen 100 ml kantaliuosta, joka 
sisältää NaCl, natriumsitraatti ja Igepal, muut lisätään juuri ennen käyttöä. 
Lyysis 1 –käyttöliuos: 15 ml Lyysis 1 kantaliuos + 60 μl SYTOX green kantaliuos + 750 μl 
RNase A (10 mg/ml in TE)  
Lyysis 2-kantaliuos: 85,6 mg sukroosi/ml + 15 mg sitruunahappo/ml + 0,4 μM SYTOX green. 
Tee tislattuun veteen 100 ml kantaliuosta, joka sisältää sukroosia ja sitruunahappoa, SYTOX 
green lisätään juuri ennen käyttöä 
Lyysis 2 käyttöliuos: 15 ml Lyysis 2 kantaliuos + 60 μl SYTOX green kantaliuos. 
Menadioni-kantaliuos 100 mM MilliQ-vedessä: Liuotetaan 0,1381 g menadionia 5 ml:aan 
MilliQ-vettä. Jaetaan eppendorf-putkiin ja laitetaan parafilmi putkien ympärille. Säilytys -
20⁰C. 
NAC-kantaliuos (0,5 M) MilliQ-vedessä: 407,98 mg NAC + 5 ml MilliQ-vettä. NAC 
liuotetaan lämpimässä vesihauteessa MilliQ-veteen ja täytetään lopputilavuuteen. Liuos 
steriilisuodatetaan membraanisuodattimella (Millipore 0,22 µM). Jaetaan eriin. Säilytys -
20⁰C.  




 1000 ml, pH 7,4: KCl 0,20 g/l (2,7 mM), 
KH2PO4 0,20 g/l (1,5 mM), NaCl 8,00 g/l (137 mM), Na2HPO4 1,15 g/l (8,1 mM) 
PBS-FBS: 1 ml FBS + 49 ml PBS 
Propidiumjodidi (PI)-kantaliuos (1,25 mM) MilliQ-vedessä: 6,68 mg PI + 8 ml MilliQ-vettä. 




RNase A: 10 mg/ml in TE/Tris-HCl 
SYTOX green kantaliuos: 1470 μl DMSO + 30 μl SYTOX green.  
TEMPO-kantaliuos (0,1 M) absoluuttisessa etanolissa: 31,2 mg TEMPO + 2 ml absoluuttinen 
etanoli. Jaetaan eriin. Säilytys -20⁰C. 
